CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAS PRIMAS

211 PASTAS

2.1.1.1 Pasta no maderera: lino

La pasta de lino es subministrada por la empresa Celesa (Espana), obtenida mediante
un proceso de coccion quimico NaOH-AQ (sosa-antraquinona). Las caracteristicas de
esta pasta se muestran en la Tabla 2-1. La pasta se somete a un lavado acido antes
de iniciar los tratamientos, las propiedades de las pastas lavadas, consideradas
pastas iniciales en el estudio, se muestran en la Tabla 2-2.

Tabla 2-1. Propiedades de la pasta cruda de lino.

indice kappa 11,0
Blancura (%ISO) 33,6
Viscosidad (mL-g™") 970

Tabla 2-2. Propiedades de la pasta de lino inicial en los estudios de lacasa.

Pasta Cap. 4 | PastaCap.5a9

indice kappa 10,1 10,5
Blancura (%ISO) 35,3 36,5
Viscosidad (mL-g”) 952 932

2.1.1.2 Pasta maderera: eucalipto

La pasta utilizada en los estudios de aplicacion de xilanasas es una pasta de eucalipto
proveniente de una mezcla de eucalipto Eucalyptus salignus y Eucalyptus grandis de
la linea B de blanqueo de la fabrica de pasta de Jacarei de la empresa Votorantim
Celulose e Papel (Brasil). La pasta ya se ha sometido a una etapa de
predeslignificacion con oxigeno, etapa O. En las tablas Tabla 2-3 y Tabla 2-4, se
muestran las fechas en que se recolectaron las muestras y las propiedades de las
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pastas y los filtrados. Como se observa en la Tabla 2-4, las propiedades tanto de las
pastas como de los efluentes varian segun la fecha de toma de muestra.

Tabla 2-3. Puntos y fechas de toma de muestra de las pastas de eucalipto.

Codigo pasta Punto de muestreo Fecha de toma de muestra
Pasta A Después de la torre almacenamiento 22/08/2006
Pasta B Después de la torre almacenamiento 29/08/2006
Pasta C Antes de la torre de almacenamiento 25/10/2006

Tabla 2-4. Propiedades de las pastas de eucalipto y sus respectivos filtrados.

Pasta Pasta Pasta Filtrado Filtrado Filtrado
A B C A B C
indice DQO
11,5 12,2 11,2 R 30,8 41,3 53,3
kappa (kgOx-t")
Blancura 55,3 49,2 54,2 pH 11,3 10,9 12,5
(%ISO) , , , , , ,
Viscosidad Color
1080 1127 1068 - - 26,8
(mL-g™ (kgPtCo-t™)
HexA i
A | s6 717 657 | lurbidez - ; 54
(umol-g™) (KGformazida't™)

2.1.2 ENZIMAS

2.1.2.1 Enzima oxidativa: lacasa

La enzima oxidativa utilizada en este estudio es una lacasa comercial del hongo
Trametes villosa proporcionada por Novozymes® (Ref. NS-51002; ONN0002; FS-002).
La actividad de la lacasa se determina al inicio de cada estudio y se encuentra entre
47 U'mL™ y 39 U'mL™", dependiendo de la fecha de analisis. La actividad enzimatica
se define como la cantidad de enzima que transforma 1 mmol de sustrato ABTS por
minuto (ver apartado 2.4.4).

2.1.2.2 Enzima hidrolitica: xilanasa

Las nueve xilanasas comerciales que se aplicaron en el estudio bioquimico son
subministradas por cinco empresas productoras y se codifican como enzA, enzB,
enzC, enzD, enzE, enzL, enzB11, enz B14 y enzG. Debido a términos de
confidencialidad entre las empresas implicadas en el estudio no se proporciona una
mayor informacion sobre las caracteristicas de estas xilanasas comerciales.
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2.1.3 MEDIADOR HBT
El mediador utilizado en el estudio es HBT (1-hidroxibenzotriazol). EI HBT utilizado en

el capitulo 4 se ha adquirido en Fluka, en el resto de capitulos el HBT se ha adquirido
en Sigma.

2.2 ETAPAS DE BLANQUEO

2.21 PREPARACION DE LA PASTA INICIAL

2.2.1.1 Estudio del sistema lacasa mediador: Etapa W (lavado acido)

El objetivo de esta etapa es acondicionar la pasta al pH de actuacion de la enzima,
ademas de realizar un lavado de la pasta antes de someterla a la etapa L, con el fin de
eliminar las impurezas y reducir el contenido en cationes metalicos de la pasta.

Experiencias realizadas en el equipo a presion atmosférica (Cap. 4)

El tratamiento se realiza sobre pasta a un 2 %odp de consistencia en un recipiente
plastico. Se adiciona acido sulfurico 1N a temperatura ambiente hasta alcanzar un pH
4. Mediante un agitador se realiza el lavado durante 30 min. Posteriormente se filtra la
pasta.

Experiencias realizadas en el reactor a presion (Cap. 5 a 9)

El tratamiento se realiza sobre pasta a un 3 %odp de consistencia en un recipiente
plastico. Se adiciona acido sulfurico 1 N a temperatura ambiente hasta alcanzar un pH
4. Mediante un agitador se realiza el lavado durante 30 min. Posteriormente se lava la
pasta con agua descalcificada y finalmente agua destilada y se filtra.

2.2.1.2 Estudio xilanasa: lavado de pasta

Experiencias realizadas con pasta lavada (Cap. 10, 11y 12)

El objetivo de esta etapa es disminuir la DQO de la pasta, debida a la presencia de
licor negro, a la vez que aumentar la consistencia de la pasta para posteriormente
realizar la etapa X. La pasta se filtra en la centrifuga para extraer el filtrado.
Seguidamente, la pasta se lava con abundante agua destilada hasta que el pH de los
efluentes de lavado se encuentra por debajo de 9,2.
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Experiencias realizadas con pasta sin lavar (Cap. 11)

El objetivo de esta etapa es aumentar la consistencia de la pasta para realizar
posteriormente la etapa X. La pasta se filtra en la centrifuga y se recoge el filtrado. La
pasta no se lava.

2.2.2 ETAPA DE EXTRACCION ALCALINA (ETAPA E)

Esta etapa se realiza en el reactor individual oscilante “Easydye AHIBA” de Datacolor
(Fig. 2-1). Las condiciones de aplicacion se muestran el la Tabla 2-5. En el reactor de
100 mL se introducen 5 g de pasta y la cantidad suficiente de agua para que la
reaccion tenga lugar a un 5 %odp de consistencia. Cuando termina el tiempo de
reaccion, los reactores se enfrian en un bafo de agua fria. Posteriormente se filtra la
pasta, se recoge el filtrado y se congela. La pasta se lava con agua descalcificada y
finalmente con agua destilada.

Tabla 2-5. Condiciones de la etapa E.

Consistencia (%odp) 5
NaOH (%odp) 1,5
Temperatura (°C) 90
Tiempo (min) 120
Agitacion (osc-min'1) 50
Rampa temperatura (°C-min'1) 3

il

Fig. 2-1. Reactor individual oscilante “Easydye AHIBA” de Datacolor.
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2.2.3 ETAPA REDUCTORA (ETAPA R)

La pasta se lleva a una determinada consistencia en una bolsa de polietileno, se
introduce NaBH, sélido, ya que éste se descompone en agua, y se cierra la bolsa de
manera que no quede aire en su interior. Se agita manualmente la bolsa cada 5 min.
Acabado el tiempo de reaccion, se recogen las lejias, se comprueba que el pH es
alcalino y se congelan. Finalmente, la pasta se lava con agua descalcificada y por
ultimo, con agua destilada. Las condiciones de la etapa reductora se muestran en la
Tabla 2-6.

Tabla 2-6. Condiciones de la etapa R.

Consistencia (%odp) 5
NaBH; (%odp) 2
Temperatura ambiente
Tiempo (min) 30
Agitacion manual cada 5 min

2.2.4 ETAPA DE DIOXIDO DE CLORO (ETAPA D)

Todos los tratamientos de oxidacion con dioxido de cloro se realizan en bolsas de
polietileno sumergidas en un bafio de agua. Las condiciones de las etapas D
dependen del estudio realizado. Los tratamientos se realizan en las condiciones
descritas en la Tabla 2-7. El pH inicial se ajusta con una disolucion de NaOH 1N. La
muestra se agita manualmente cada 20 min. Al final del tratamiento, se enfrian las
bolsas, se filtra la pasta, se recoge el filtrado y se determina la concentracion de
didxido residual y el pH. Posteriormente, se lava la pasta con agua destilada y se
centrifuga.
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Tabla 2-7. Condiciones de la etapa D.

Estudio de diversas xilanasas, influencia del pH y de la DQO (Cap. 10 y 11)

Dosis ClO; (kgCl,-odt™)
Temperatura (°C)
Consistencia (%odp)
pH
Tiempo (h)
Cantidad pasta (g)

19,8
60
10
3,8
1,5
20

Estudio de dosificacion de dioxido de cloro en la etapa D (Cap. 12)

Dosis CIO, (KgCl..adt™)
Temperatura (°C)
Consistencia (%odp)
pH
Tiempo (min)

Cantidad pasta (g)

12, 15,20y 23
80
10
4,0
50
20

Estudio de la secuencia OXZDP (Cap. 12)

Dosis CIO; (KgCly.adt™)
Temperatura (°C)
Consistencia (%odp)
pH

Tiempo (min)

Cantidad pasta (g)

18

80

10

4,0
50
126

2.2.5 ETAPA DE PEROXIDO DE HIDROGENO (ETAPA P)

2.2.5.1 Estudio del sistema lacasa mediador (Cap. 8)

Esta etapa se realiza en el reactor individual oscilante “Easydye AHIBA” de Datacolor
(Fig. 2-1), en el reactor de 100 mL. Las condiciones de aplicacion se muestran en la
Tabla 2-8. Cuando finaliza el tiempo de reaccion, los reactores se enfrian en un bafno
de agua fria. Seguidamente, se filtra la pasta, se recoge el filtrado y se congela. La
pasta se lava con agua descalcificada y por ultimo destilada.

2-6




Materiales y métodos

Tabla 2-8. Condiciones de la etapa P en el estudio de lacasa.

Consistencia (%odp) 5
H20: (%odp) 3
NaOH (%odp) 1,5
DTPA (%odp) 1
MgSO, (%odp) 0,2
Temperatura (°C) 90
Tiempo (min) 120
Agitacion (osc-min'1) 50
Rampa temperatura (°C-min'1) 3

2.2.5.2 Estudio xilanasas (Cap. 12)

Los tratamientos de oxidacion con peroxido de hidrégeno se realizan en bolsas de
polietileno sumergidas en un bafio de agua. Al final del tratamiento, se enfrian las
bolsas, se filtra la pasta, se recoge el filtrado y se determina la concentracion de
peroxido residual y el pH. Se lava la pasta con agua destilada y se centrifuga. Las
condiciones de la etapa P dependen del estudio realizado (Tabla 2-9).

Tabla 2-9. Condiciones de la etapa P en el estudio de xilanasa.

Consistencia (%) 10
NaOH (%odp) depende del pH
Temperatura (°C) 90
Tiempo (min) 90
Agitacion manual cada 20 min
MgSO, (%odp) 3
Estudio dosificacion de peroxido de hidréogeno
Cantidad de pasta (g) 20
Dosis H,0; (kg-adt™) 8-10
pH inicial 11,0
Estudio secuencia OXZDP
Cantidad de pasta (g) 70
Dosis H.0; (kg-adt'1) 8
pH inicial 11,5
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2.2.6 ETAPA SISTEMA LACASA MEDIADOR (ETAPAL)

Se considera como pasta inicial, la pasta de lino después de haber realizado el lavado
acido. Todos los tratamientos se realizan a una temperatura constante de 30 °C en
una solucion tamponada de tartrato sédico a pH 4 a la que se anade el tensioactivo
Tween 80. Las dosis de lacasa, la dosis de HBT, el tiempo y la presién de oxigeno
varian en funcion del estudio realizado.

2.2.6.1 Equipo a presiéon atmosférica (Cap. 4)

Se dispone de un valorador automatico “Titrando 809" que se ha programado para la
determinacion y el registro del potencial redox y de la temperatura en continuo. La
concentracion de oxigeno disuelto se mide con el oximetro portatil “YSI model 54”. En
la figura Fig. 2-2 se presenta el equipo disefiado para realizar los tratamientos con el
sistema lacasa mediador. Los tratamientos se llevan a cabo a baja consistencia en
vasos de precipitados altos de 1 L, que se encuentran sumergidos en un bafio de
agua termostatico. Todas las experiencias se realizan con el vaso abierto a presion
atmosférica y con una agitacion de vaivén. Se realizan tres tratamientos sistema
lacasa mediador distintos dependiendo del tipo de gas que se introduce en la
suspension de pasta (Tabla 2-10). Las condiciones de trabajo se muestran en la Tabla
2-11.

Tabla 2-10. Tipos de tratamientos de la etapa L a presion atmosférica.

Ls sin introduccion de gas
Lair se introduce aire en el sistema
Lo se introduce oxigeno humedo en el sistema

Gt =

Fig. 2-2. Esquema (a) y fotografia (b) del equipo disefiado para el tratamiento enzimatico a
presiéon atmosférica.
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Tabla 2-11. Condiciones de la etapa L a presion atmosférica.

Pasta lino inicial (g) 10
Concentracién tartrato (mM) 50
Concentracién Tween 80 (p-V™") 0,05
Dosis lacasa (U-g™) 20
Dosis HBT (%odp) 2,6
Temperatura (°C) 30
Consistencia (%odp) 1,5

pH 4
Agitacion vaivén

En primer lugar se acondiciona la pasta con el tartrato a la consistencia de trabajo y se
introduce el tensioactivo Tween 80. Segun el tratamiento se burbujea el gas (aire u
oxigeno) mediante un difusor poroso. Se sumerge en la suspension fibrosa el
electrodo redox, la sonda de temperatura y el electrodo de mediciéon de oxigeno
disuelto. Se adiciona la enzima lacasa y el mediador HBT y se agita con una varilla de
vidrio para conseguir una buena mezcla de los reactivos en la suspensién. Durante el
proceso se agita de vez en cuando para asegurar la homogeneizacion. Al finalizar el
tiempo de tratamiento se filtra la pasta, se recogen las lejias y se comprueba que el
pH se encuentra entre 4 y 5. Seguidamente se lava la pasta con agua descalcificada y
por ultimo, destilada.

2.2.6.2 Reactor a presion (Cap.5a9)

La etapa de tratamiento enzimatico con presion de oxigeno se realiza en un reactor a
presion y con agitacién, desarrollado en el laboratorio del Grupo de Investigacion
Papelero y Grafico (Fig. 2-3).

En la Tabla 2-12 se muestran las condiciones que se han mantenido constantes en los
tratamientos de la etapa L realizada en el reactor a presion. La dosis de enzima, dosis
de mediador, el tiempo de tratamiento y la presion de oxigeno dependen de cada
experiencia y varian entre 1 a 20 U~g'1; 0,1 a 2 %odp; 0,5a6,5hy0,2a 0,6 MPa,
respectivamente.
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Fig. 2-3. Reactor para la realizacion de tratamientos de blanqueo a presion.

En primer lugar se introduce la pasta en el reactor a la consistencia deseada, una vez
se alcanza la temperatura de 30 °C, se adiciona el Tween, el HBT y la enzima diluida
en agua. Se cierra el reactor y se introduce la cantidad de oxigeno necesaria para
llegar a la presion de trabajo. Una vez finaliza el tratamiento, se despresuriza el
reactor, se recogen las lejias residuales y se congelan. La pasta se lava
minuciosamente con agua descalcificada y, finalmente, con agua destilada.

Tabla 2-12. Condiciones de la etapa L en el reactor a presion.

Pasta lino inicial (g) 40
Concentracion tartrato (mM) 50
Concentracién Tween 80 (p-V™") 0,05

Temperatura (°C) 30
Consistencia (%odp) 3
pH 4
Agitacion (rpm) 60

2.2.7 ETAPA XILANASA (ETAPA X)

Se han realizado diversos tratamientos con xilanasas dependiendo de la cantidad de
pasta a tratar. En todos los casos se realiza una experiencia control en las mismas
condiciones que la etapa X pero sin la adicién de enzima, para determinar el efecto
individual de la enzima en la pasta. En los tratamientos con enzima se dosifica la
enzima a la pasta a partir de soluciones de enzima diluida de 1 g-L'1 preparada a partir
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de la solucién comercial. Transcurrido el tiempo de reaccion, se enfria y se filtra la
pasta y se recoge el filtrado para la realizacion de los posteriores analisis.
Seguidamente, se lava la pasta con abundante agua destilada y se centrifuga.

2.2.71 Estudio de diversas xilanasas y de la influencia del pH y de la DQO

Cap. 10y 11

Los tratamientos se realizan en bolsas de polietilieno sumergidas en un bafio de agua
en las condiciones descritas en la Tabla 2-13.

Tabla 2-13. Condiciones de la etapa X en el estudio de diversas xilanasas, influencia pH y

DQO.
Dosis xilanasa (kg-adt'1) 0,3
Temperatura (°C) 80
Consistencia (%odp) 10
Tiempo (h) 2
Agitacion manual cada 15 min

Estudio de diversas xilanasas y de la influencia del pH (Cap. 10y 11)

Las experiencias se realizan a partir de 70 g de la pasta A lavada. La consistencia se
ajusta con agua destilada, en estas condiciones el pH de tratamiento es de 9,5. Para
la realizacion de las experiencias a pH 10,5 y 8,5, se ajusta el pH al inicio de los
tratamientos con sosa o con acido sulfurico, respectivamente.

Estudio de la influencia de la DQO (Cap. 11)

Tratamiento DQO-46: Se realiza a partir de 280 g de la pasta B sin lavar, se divide la
pasta en dos bolsas de 140 g. La consistencia se ajusta con el filtrado recolectado con
la pasta B. El pH de tratamiento es de 10,5. La DQO inicial en este tratamiento es de
46 kgO,t™".

Tratamiento DQO-16: Se realiza a partir de 70 g de la pasta B sin lavar. La
consistencia se ajusta con agua destilada. El pH de tratamiento es de 9,9. La DQO
inicial en este tratamiento es de 16 kgog.t'1.

Tratamiento DQO-6: Se realiza a partir de 70 g de la pasta B lavada. La consistencia
se ajusta con agua destilada. El pH de tratamiento es de 9,9. La DQO inicial en este
tratamiento es de 6 kgO,t ™.
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2.2.7.2 Estudio de la secuencia de blanqueo OXAZDP (Cap. 12)

Los tratamientos se realizan en el reactor de blanqueo “Quantum Mark V” en las
condiciones descritas en la Tabla 2-14.

Tabla 2-14. Condiciones de la etapa X en el estudio de la secuencia de blanqueo OXAZDP.

Cantidad de pasta (g) 280
Dosis xilanasa (kg-adt'1) 0,3
Temperatura (°C) 80
Consistencia (%odp) 10
tiempo (h) 1
Presion atmosférica
Agitacion cada 3 min se agita 30 s a 13,0 Hz
pH inicial 9,5
DQO inicial (kgO2t™") 16
Relacion volumen filtrado C y agua 1a5

Las experiencias se realizan a partir de 280 g de pasta C lavada. Se adicionan 1000
mL de agua destilada y 420 mL de filtrado para conseguir una relacién 1 a 5 de filtrado
C y agua. El pH de tratamiento se ajusta con sosa hasta 9,5. Se recogen 5 mL de
filtrado inicial y se comprueba que la DQO inicial es la misma en todos los
tratamientos. Cuando la pasta se encuentra a 80 °C se adiciona la enzima diluida en el
agua necesaria para ajustar la consistencia al 10 %odp.

2.2.8 ETAPA DE OZONO (ETAPA 2)

2.2.8.1 Estudio de xilanasas: secuencia OXAZDP en pasta de eucalipto

La etapa Z en la secuencia industrial de la linea B se lleva a cabo a media
consistencia, 10 %. Debido a que el generador de la planta piloto de ozonizacién a alta
consistencia no se encuentra disponible, se realiza la etapa Z a alta consistencia en
las instalaciones del Departamento de Ciencias Forestales de la ESALQ-USP (Brasil).
Se muestra el esquema del equipo en la figura Fig. 2-4. El generador de ozono
empleado es un modelo “Trailigaz” de la empresa Air Products. Se alimenta con una
corriente de oxigeno con un caudal de 100 L-h™" a una presion de 0,55 bar. A una
intensidad de 0,6 A produce unos 50 mg-min'1 de ozono. La reaccion tiene lugar en un
matraz de vidriode 4 L.
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Fig. 2-4. Esquema del equipo de ozonizacion de la ESALQ-USP (Brasil).

Preparacion de muestra para la etapa Z

Antes de realizar el tratamiento con ozono se realiza un lavado acido con acido
sulfdrico a la pasta a pH 2,5 y una consistencia de 10 % durante 10 min.
Posteriormente la pasta sin lavar se centrifuga hasta adquirir una consistencia entre
33y 35 %odp y se “flufla” (se esponja con un molinillo).

Tratamiento con ozono (etapa Z)

La etapa Z se realiza en un matraz erlenmeyer de 4 L, la corriente de ozono se
introduce por una manguera agujereada. El gas de salida que contiene ozono residual
se hace pasar por dos frascos lavadores, que contienen Kl, en los que se determina la
cantidad de ozono que no reacciona con la muestra. El erlenmeyer se agita de forma
manual durante el blanqueo. Una vez transcurrido el tiempo de reaccién se adicionan
a la pasta 800 mL de agua, se homogeniza la muestra y se recoge el filtrado. La pasta
se lava con agua destilada y se centrifuga. El tiempo de reaccion se calcula a partir de
la produccion de ozono del generador, la cantidad de pasta y la dosis de ozono a
aplicar, Ec. 2-1 y la carga de ozono que realmente reacciona con la muestra se calcula
mediante la Ec. 2-2. Todos los tratamientos se realizan en las condiciones descritas
en la Tabla 2-15.

_ peso pasta (g) - dosis O; (%odp) - 1000

— = Ec. 2-1
caudal masico O3 (mg-s™)

tiempo (s)

carga O3 (%odp) = carga O3 aplicada (%o0dp) — carga O3 residual (%odp) Ec. 2-2
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Tabla 2-15. Condiciones de la etapa Z en el estudio de xilanasa.

Dosis ozono (%odp) 0,35
Temperatura (°C) ambiente
Consistencia (%odp) 35
Presién (bar) atmosférica
pH 2,5
Tiempo (h) depende de la produccion de ozono del generador
Cantidad pasta (g) 117,5

Determinacién de la produccion de ozono y del ozono residual

El caudal masico de ozono que produce el generador se determina mediante el
método yodimétrico. La corriente de gas que contiene ozono se hace pasar durante 30
s por dos frascos lavadores de 1 L. Ambos contienen solucién de Kl al 5 %, el primero
contiene 700 mL y el segundo 300 mL, dandose lugar la reaccién 2-1. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion se recoge el volumen de un litro de solucién de Ki
contenida en los dos frascos lavadores. Se agita la solucion y se toman 200 mL. Este
volumen se acidifica con 10 mL de acido sulfurico 4 N y se valora el yodo formado con
solucion de tiosulfato sodico 0,1 N e indicador almidén (reaccion 2-2). La cantidad de
ozono formada se calcula mediante la Ec. 2-3 y la produccion de ozono del generador
se calcula mediante la Ec. 2-4.

O3 + 2K, + H,0 — |, 2KOH + O, reaccion 2-1

|2 + 2Na8203 —>Na28406 + 2 Nal reaccion 2-2

volumen Na,S,05(mL)-0,1N -24
volumen muestra (mL)

cantidad O3(mg) = -1000 mL Ec. 2-3

cantidad Oj (mg) Ec. 2-4

caudal masico O,(mg-min')=
3(Mg ) 0,5 (min)

La determinacién del ozono residual se realiza de igual manera. Durante el blanqueo
de pasta se hace pasar la corriente de gas de salida del matraz erlenmeyer por los
dos frascos lavadores anteriores, al finalizar el tiempo de reaccion se valora el yodo
formado.
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2.2.8.2 Estudio del equipo de ozonizacién: secuencias ZE y ZP en pasta de lino

La etapa Z en la secuencia de blanqueo ZE y ZP se realiza en la planta piloto de
ozonizaciéon del Grupo de Investigacion Papelero y Gréafico en Terrassa, cuyo
esquema se muestra en la Fig. 2-5. La instalacién de tratamiento con ozono esta
formada por un generador de ozono, dos analizadores de ozono, un caudalimetro, un
reactor, un conjunto de electrovalvulas y un ordenador para el control del equipo
mediante una tarjeta de adquisicion de datos y un software en Labview®©. El sistema
permite conocer a cada segundo la cantidad de ozono generado y residual; a partir de
estos datos se calcula el tiempo de reaccion en funcion de la dosis de ozono a aplicar.

AL EXTERIOR

GENERADOR (&

BOTELLA KI

NALIZADOR 1

Fig. 2-5. Esquema de la instalacion de ozono del Laboratorio de la Especializacion
Papelera y Grafica.

Preparacién de muestra

Antes de realizar el tratamiento con ozono se realiza un lavado acido con acido
sulfurico a la pasta a pH 4 a consistencia de 1,5 %odp durante 30 min. Se lava la
pasta con agua y se acondiciona de nuevo la pasta a pH 2. La pasta se centrifuga sin
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lavar hasta adquirir una consistencia del 40 %odp y se “flufla” (se esponja con un
molinillo).

Blanqueo con ozono

Se realizan tres tratamientos a distintas dosis de ozono (0,4, 0,5 y 0,6 %odp). Se
efectian sobre 20 g de pasta al 40 %odp “fluflada” a temperatura ambiente. Al acabar
el tratamiento se realiza un lavado de la pasta al 3 %odp de consistencia y se recogen
las lejias de este lavado para el posterior anadlisis de efluentes de blanqueo.
Posteriormente se lava la pasta con agua descalcificada y finalmente, con agua
destilada.

2.3 CARACTERIZACION DE LA PASTA

2.3.1 INDICE KAPPA

Se ha seguido la norma ISO 302. En las determinaciones de indice kappa en pasta de
lino, debido a las caracteristicas de la pasta, se han realizado modificaciones en la
medida respecto a la norma. La cantidad de pasta utilizada en el ensayo es de 0,6 gy
se afaden unos 600 mL de agua destilada a la muestra antes de comenzar la
valoracion con tiosulfato sédico.

2.3.2 BLANCURA

La blancura se define como el factor de reflectancia difusa medido a una longitud de
onda efectiva de 457 nm. Se ha seguido la norma ISO 2470, la fuente de luz es
C(ISO) vy el iluminante/observador C(ISO)/2°. Los espectrofotometros utilizados son
“Technyndine PC Color Touch” en las medidas de blancura en lino y “Elrepho 3000”
de Datacolor en las de eucalipto. En las determinaciones de blancura en pasta de lino,
debido a las caracteristicas de la pasta de lino se han realizado modificaciones en la
medida respecto a la norma. La cantidad de pasta utilizada en la realizacién de la
formeta es de 0,8 g. La suspensién de pasta se filtra en primer lugar a presion
atmosférica, se debe agitar la pasta para lograr una buena formacion. Posteriormente
se filtra al vacio, se prensa y se seca en el formador de hojas durante 5 min a 90 °C.

2.3.3 VISCOSIDAD
En las determinaciones de viscosidad se ha seguido la norma ISO 5351-1 y SCAN-CM

15:88. Debido a las caracteristicas de la pasta de lino se han realizado modificaciones
en la medida de viscosidad respecto a la norma. El tiempo de reaccién entre la pasta y
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la cuprietilendiamina es de al menos 20 h y el tiempo de agitacion de la muestra antes
de la medida de viscosidad es de 4 h.

2.3.4 COLOR

El color de un objeto viene determinado por el porcentaje de radiacion reflejada en
cada una de las longitudes de onda del espectro visible, entre 400 y 700 nm. El factor
de reflectancia intrinseca se define como la relacién, expresada en tanto por ciento,
entre la radiacion reflejada por la formeta opaca y la radiacion reflejada por un difusor
reflector perfecto en las mismas condiciones. Si se representa la reflectancia frente a
la longitud de onda se obtiene la curva de reflectancia o curva espectrofotométrica
(Fig. 2-6). Tanto en la medidas de reflectancia, como las de coordenadas cromaticas
se ha utilizado la fuente de luz C(ISO) y el iluminante/observador C(ISO)/2°.

Factor de Reflectancia  Negro,gris,blanco Factor de Reflectancia Azul
100 75
s ] L
75
50 \
- —MNegro 25 \
25k - Gris
C —Blanco ]
o — 1
400 450 500 550 600 650 70O 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda  nm Longitud de onda  nm
Factor de Reflectancia Rojo Factor de Reflectancia Amarille
100 100
_——— I
e
75 / 75

/ 4

F —J{

400 450 500 550 600 G650 FOO 400 450 500 550 600 630 70O
Longitud de onda nm Longitud de onda nm

Fig. 2-6. Curvas de reflectancia de diversos colores.

El espacio CIE L*a*b* se define como un espacio tridimensional donde cada uno de
los puntos esté asociado a un determinado color. Las coordenadas a y b varian entre -
60 y 60 y el eje L* de 0 a 100. Todos los colores se pueden caracterizar por sus
coordenadas L*a*b* (Fig. 2-7). La coordenada L* (luminosidad o “lightness”) indica la
cantidad de luz que tiene un determinado color y oscila entre 0 (negro absoluto) y 100
(blanco perfecto), por lo que define si el color es claro u oscuro.
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En el espacio CIE L*-C*-h se puede caracterizar un color mediante tres variables: la
luminosidad (L*), el chroma (C*) y el angulo hue (h). Estos parametros se basan en el
sistema CIEL*a*b anterior. El valor de C (Chroma) viene determinado por el médulo
del vector que formado por a* y b*, define la intensidad del color y su valor oscila entre
0y 60. El angulo h (Hue) es aquel que forma el vector definido por las coordenadas a
y b e indica el matiz del color que presenta un material. EI angulo 0° corresponde al
eje a* positivo.

blanze +amarilie

+reje
'
I
1
1
1
'
I
1
[

~azul nagre

U punto neutro

coordenadas de color

L* luminosidad L* luminosidad
a* eje verde/rojo ] C* chroma
b* eje azul/famarillo h hue

Fig. 2-7. Espacios cromaticos CIE L*a*b* y CIE L**C**h.
2.3.5 CONTENIDO EN ESTEROLES

El contenido en esteroles se determina por cromatografia de gases (GC) y
cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS), mediante un método
desarrollado previamente en el IRNAS (Sevilla, Espafia) (Gutiérrez et al. 1998).

Los analisis se llevan a cabo en el equipo Agilent 6890N Network GC System, en una
columna capilar de silica (DB-5HT; 5 m x 0,25 mm 1.D., 0,1 um film thickness) de J&W
Scientific. El programa de temperaturas empieza a 100 °C, se mantiene 1 min, y se
eleva la temperatura hasta 350 °C a 15 °C:min”', se mantiene durante 3 min. Las
temperaturas del inyector y del detector de ionizacién de llama (FID) se mantienen a
300 y 350 °C, respectivamente. El gas portador es helio a una velocidad de 5 mL-min”
y la inyeccion se realiza en el modo splitless. Los picos se cuantifican segun el érea en
el cromatograma.
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Los analisis GC/MC se realizan en un modelo Varian Star 3400 GC equipado con una
trampa detectora de iones (modelo Varian Saturn 2000) utilizando una columna capilar
de 12 m con las mismas caracteristicas que la columna descrita anteriormente. El
hormo se calienta de 120 °C (1 min) hasta 380 °C a 10 °C-min”’ y se mantiene 5 min.
Se utilizan columnas mas largas (30 m) si es necesario. La linea de transferencia se
mantiene a 300 °C. El inyector se programa a la temperatura de 120 °C (0,1 min)
hasta 380 °C a la velocidad de 200 °C-min” y se mantiene hasta el final del analisis. El
gas utilizado es helio a una velocidad de 2 mL-min”. Los componentes se identifican
comparando su peso en el espectro con el de las bibliotecas NIST, por
fragmentografia de masas, y por comparacion con los estandares.

2.3.6 ACIDOS HEXENURONICOS (HEXA)

Los acidos hexenuronicos se forman en las cadenas de xilanos durante la coccion
kraft. Se determinan por espectrofotometria, después de realizar la hidrélisis de los
HexA de la pasta en una solucion de acetato de sodio y de cloruro de mercurio (Chai
et al. 2001;Gutiérrez et al. 1998).

2.3.7 COMPUESTOS ORGANICOS HALOGENADOS ADSORVIBLES
(AOX)

Se definen como aquellos compuestos organicos halogenados que se adsorben sobre
carbon activo. El procedimiento de determinacion se basa en la norma PTS-RH 01. La
pasta se pone en contacto con agua para disolver los compuestos organicos
halogenados. Posteriormente, los AOX presentes en este lixiviado se adsorben sobre
carbon activado a un pH entre 1,5 y 2,0 ajustado con acido nitrico. Este carbdn se lava
con KNOj; para eliminar los compuestos halogenados inorganicos. La muestra de
carbon activado se calcina en el horno y se analiza el cloro gas liberado por
microcoloumetria en el equipo “ECS 3000” de Thermo Euroglas.

2.3.8 SOLUBILIDAD DE LA PASTA EN SOSA AL 5%

Se determina mediante un procedimiento interno del laboratorio del CDTC-VCP
(Brasil) basado en la norma SCAN-C2: 61. Se adiciona solucion de hidréoxido de sodio
a la pasta; la materia organica disuelta se oxida con dicromato potasico, que se valora
posteriormente.

2.3.9 PORCENTAJE DE HIDRATOS DE CARBONO
Se determina mediante un procedimiento interno del laboratorio del CDTC — VCP

(Brasil). La muestra se hidroliza con acido sulfurico al 72 % a 30 °C durante una hora.
Posteriormente, la muestra se diluye y se coloca en el autoclave a 125 °C durante una
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hora. La muestra se filtra y se analiza por HPLC mediante el equipo “Class LC 10” de
Shimadzu, la fase fija es la columna “HPX 87 H” y la fase mévil acido sulfurico 0,01N.
Las condiciones de operacién son: presiéon de 50 psi, flujo de 0,6 mL-min" y
temperatura de 45 °C. Se utiliza como detector el indice de refraccion.

2.3.10 MORFOLOGIA DE LAS FIBRAS

La morfologia de las fibras se determina mediante el equipo “Fiber Lab V3.5.3” de
Kaajani.

2.3.11 PROPIEDADES FiSICAS DE LOS PAPELES

Se realiza el refino de las pastas en el molino “PFI - Mark VI” de Hamjern Maskin A/S
Hamar Norway a 1000 rev, 2000 rev y 3000 rev (ISO 5264-2). Se determina el grado
Schopper de las pastas refinadas, mediante la norma SCAN C19 (ISO 5267-1). Los
equipos utilizados para la determinacion de propiedades fisicas son de Lorentzen &
Wettre. En la Tabla 2-16 se muestran las propiedades analizadas y la norma
correspondiente; donde la Rigidez a la traccion (Tensile stiffness), se define como la
pendiente, en la zona elastica, de la curva de resistencia a la traccidon respecto al
alargamiento unitario y el indice de rigidez a la traccién (Tensile stiffness index) se
define como la rigidez a la traccion dividida entre el gramaje.

Tabla 2-16. Propiedades fisicas de los papeles y norma SCAN e ISO utilizada.

Gramaje SCAN P07 ISO 536
Volumen especifico SCAN P07 ISO 534
Ensayos Opacidad SCAN P08 ISO 2471
no Coeficiente de dispersion de luz SCAN P08 ISO 2471
destructivos Espesura SCAN P 19 ISO 534
Resistencia al paso del aire SCAN P19 ISO 5636
Rugosidad Bendtsen SCAN P19 ISO 8791-2
indice de traccion SCAN P38 ISO 1924-2
Elasticidad SCAN P38 ISO 1924-2
indice de TEA (Tensile energy absorption) | SCAN P38 ISO 1924-2
indice de rigidez a la traccién - -
Ensayos Longitud de rotura SCAN P38 ISO 1924-2
destructivos indice de reventamiento SCAN P24 ISO 2758
indice de desgarro SCAN P11 ISO 1974
Capilaridad Klemm SCAN P13 ISO 8787
indice de retencion de agua Tappi um 256 | ISO 535
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2.4 CARACTERIZACION DE LOS EFLUENTES

Para la medida de DQO, color y turbidez se utiliza el procedimiento basado en la
medicion de absorbancia mediante espectrofotometro. Las diferentes longitudes de
onda que se utilizan son 600 nm para la DQO, 465 nm para el color y 450 nm para la
turbidez. Los resultados se corrigen con el factor de dilucién utilizado en cada muestra
y con la consistencia correspondiente de cada etapa.

2.41 DEMANADA QUIMICA DE OXiGENO (DQO) Y COLOR

2.4.1.1 Estudio del sistema lacasa mediador (Cap. 4 y 9)

Se determina la DQO y el color en los efluentes segun las normas ASTM D1252-00 y
ASTM D1209-00, respectivamente. Para ello se ha utilizado el espectrofotémetro “UV-
1603” de Shimadzu.

2.4.1.2 Estudio de aplicacion de xilanasas (Cap. 10 a 12)

Se determina la DQO, el color y la turbidez segun las normas, SMEWW 5220 D,
CETESB NT-07/L5.117 y IPT-ABTCP-E14-1994, respectivamente. Para ello se ha
utilizado el espectrofotometro “DR/2000” de HACH.

2.42 CARBONO ORGANICO TOTAL (TOC)

Se determina el TOC mediante el método de oxidacion por combustiéon catalitica y
deteccion por NDIR segun la norma SMEWW 5310. Para ello se utiliza el equipo
“TOC-V CPN” de Shimadzu.

2.4.3 TOXICIDAD

La toxicidad se determina por el método Microtox que se basa en la medida de
reduccion de luz que produce el microorganismo Vibrio fischeri en contacto con
téxicos. La norma utilizada es la UNE-EN ISO 11348-3. Se define un equitox-m3 como
la inversa de la dilucidon del agua residual (expresada como partes por uno) que
provoca una inhibicion del 50 % en 15 minutos en las condiciones del bioensayo. La
correccioén del color en las medidas de toxicidad se realizé segun la norma del equipo
utilizado, “MicrotoxOmni” de Azur Environmental.

2.4.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA LACASA

La actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que transforma 1 mmol
de substrato ABTS por minuto. La actividad lacasa se mide en el espectrofotémetro
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“UV-1603” de Shimadzu en ABTS 5 mM en tampén acetato sédico 100 mM a pH 5 a
24 °C.; a partir de medidas de absorbancia a una longitud de onda de 436 nm.

Para la determinacion de actividad se utiliza una disoluciéon de ABTS 10 mM en
tampon acetato sédico 200 mM a pH 5. Esta disolucion de ABTS y la de enzima se
encuentran sumergidas en un bafo termo estatico a 24 °C. Se realiza el autocero en
el espectrofotémetro con la solucién de tampén acetato a pH 5. Para medir la actividad
en la cubeta de metacrilato, se debe afiadir primero el volumen de agua destilada,
luego el de solucion de ABTS y finalmente el volumen de enzima, vertiendo éste
ultimo en la pared interior de la cubeta sin tocar el resto del liquido (ya que la reaccion
empieza al afadir la solucién enzimatica); rapidamente se tapa con el parafiim, se
agita una vez y se lleva al espectrofotometro para la medicion. Se mide la absorbancia
en funcion del tiempo, entre 0 y 60 s. La actividad lacasa se calcula mediante la Ec.
2-5.

- -1, _ AAbs 'Dsg ‘D¢ 1000000 Ec 2-5
actividad lacasa (U-L )= 29300

Donde: Aps €s el incremento de absorbancia calculado como la diferencia de
absorbancia medida a 60 s y 0 s; Dse es la dilucion realizada de enzima; D¢ es la
dilucién en la cubeta de medicién; 1000000 es el factor para expresar la actividad en
U-L" y 29300 es el coeficiente de extincion molar (M™-cm™) del radical catiénico del
ABTS (es decir, lo que absorbe a una concentracion 1 M a través de un paso 6ptico de
1 cm a esta longitud de onda).

Tabla 2-17. Relacion de volimenes a adicionar en la medida de actividad lacasa.

Agua destilada ABTS Enzima Volumen final Dilucién
(uL) (uL) (uL) (uL) cubeta (Dc)
490 500 10 1000 100
475 500 25 1000 40
450 500 50 1000 20

El volumen final en la cubeta debe ser de 1 mL. En la

Tabla 2-17 se sugieren unas relaciones de volumenes a adicionar en la cubeta. Se
debe tener en cuenta que el valor de absorbancia no puede ser superior a 1 a los 60
segundos, si no es asi, se debe utilizar otra relacién de volumenes o diluir la solucién
stock de enzima. El incremento de absorbancia de 0 a 60 segundos debe ser lineal, en
el caso de que no lo fuera, se toma el valor a 30 segundos y se extrapola a 60 s.
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2.5 PLAN ESTADISTICO

El sistema lacasa mediador, etapa L, se optimiza mediante el analisis estadistico de
un disefio de experimentos. Las condiciones 6ptimas de aplicacion de la etapa L se
obtienen a partir de modelos matematicos que permiten estimar la dependencia entre
las propiedades de las pastas y los efluentes obtenidos después de cada secuencia y
las variables de proceso de la etapa L. El disefio de experimentos permite obtener la
maxima informacién del proceso con el minimo esfuerzo experimental.

2.5.1 DISENO DE EXPERIENCIAS
En la realizacion de disefio se deben llevar a cabo las siguientes etapas:

o Especificar la regidn experimental. Los criterios para escoger los limites
maximos y minimos de cada factor en la experimentaciéon son dos. En primer
lugar debe existir una diferencia razonable entre la respuesta de la
experiencia con los factores a nivel alto y la respuesta de la experiencia con
los factores a nivel bajo. El segundo criterio es que las respuestas se
encuentren en la zona de maxima pendiente de cambio de respuesta al pasar
de uno a otro nivel.

e Escoger el numero de niveles para los factores. En este caso se estudiaran
tres niveles (alto, medio y bajo)

o Elegir el disefio experimental y la secuenciacion. Se estudia un disefio
secuencial basado en el disefio factorial 2* con tres repeticiones en el centro y
una estrella de experiencias.

o Aleatorizacion de experimentacién. Una vez se han decidido las experiencias
que se van a realizar se aleatoriza la experimentacion para que el orden en la
realizacion de las experiencias no influya en las respuestas.

2.5.2 MODELO LINEAL

La técnica estadistica que permite estimar la dependencia funcional entre la respuesta
de un proceso y los factores de control es el Modelo Lineal, también denominado
Regresiéon o Minimos cuadrados. EI modelo lineal debe cumplir los siguientes
requisitos:

e El modelo que se ajusta a los datos experimentales es una funcién polinémica
de los factores, una combinaciéon lineal de funciones de los factores. El
usuario debe definir el modelo a ajustar.
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e El numero de términos del modelo (p) debe ser igual o inferior al numero de
puntos experimentales distintos (n)

e El maximo grado o exponente de un factor en el modelo deber ser inferior al
numero de niveles (k)

La ecuacion del modelo a ajustar en forma matricial corresponde a la ecuacién Ec.
2-6. El vector columna Y es el vector de respuestas. El vector columna b es un vector
de coeficientes de regresion (by a by.1) que deben ser estimados a partir de los datos
experimentales. Los vectores X; a X, son vectores de niveles de los factores o sus
combinaciones lineales. De manera que se construye una matriz del modelo X y un
vector b de coeficientes a partir de las n experiencias realizadas. El vector € es un
vector de componente aleatorio, de variabilidad de las respuestas con los factores
bajo control (Pefia 2002).

Y=Xb+¢

(nx1)=(nxp) (px1) + (nx1)

Ec. 2-6

La significacion del ajuste del modelo se realiza mediante un ANOVA de la regresion,
analisis de variancia, (Tabla 2-18 y ecuaciones Ec. 2-8 a Ec. 2-14). Para ello se
supone que el componente aleatorio € es Normal de media cero, variancia constante e
independiente en cada una de las distintas experiencias.

2.5.2.1 Prueba de significacion de la regresion multiple

Se investiga la hipétesis nula (Hy) de que las variables no influyen en la respuesta
(Montgomery 2005), los efectos de los tratamientos son idénticos, los regresores o
coeficientes del modelo son cero por tanto las medias de cada grupo de respuestas
son iguales (Ec. 2-7). Los residuos del modelo se definen como la diferencia entre el
valor de la respuesta y el valor previsto por el modelo. La verificacién del modelo se
basa en comparar la variabilidad explicada por el modelo y la variabilidad
experimental, a partir de la suma de cuadrados explicada y la suma de cuadrados
residual, respectivamente (ecuaciones Ec. 2-8 a Ec. 2-10).

Ho: bj=0; j=1,..., p-1
Ec. 2-7

H4: al menos un b;j= 0

El cociente F,c entre la variancia explicada y la variancia residual (Ec. 2-16) sigue una
distribucién de Fisher-Snedecor con vg, y vk grados de libertad. El criterio para
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rechazar la hipoétesis Hy, que supone aceptar el modelo, es que Fgy. > Fa, con un

riesgo a=0,05; o que el nivel de significacion o valor p sea inferior a 0,05.

Tabla 2-18. Tabla ANOVA (analisis de variancia)

Grados de libertad Suma de cuadrados Cuadrados medios Fcalc
Regresion Ugy SCEXx CMEXx CMEx/CMR
Residuos UR SCR CMR
Total n-1 SCT
n
Y Ec.2-8
V _ i=1
n
n ~ —
SCEx =Y (¥, -Y)? Ec. 2-9
i=1
n A
SCR=> (Y, -Y,)? Ec. 2-10
i=1
n 2
SCT=>(Y;-Y) Ec. 2-11
i=1
CMEx = SCEX Ec. 2-12
Ugx
CMR = SCR Ec. 2-13
Ur
Ugy :p_’] Ec. 2-14
Vg =N-p Ec. 2-15
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~ 2
CMEX _ O-Ex EC. 2'16

Donde,
Y media de respuestas
Y; valores experimentales de las respuestas
\A(i valores de respuesta del modelo
SCEx suma de cuadrados explicada
SCR suma de cuadrados residual
SCT suma de cuadrados total
CMEXx cuadrado medio explicado
CMR cuadrado medio residual
Vex grados de libertad del modelo
vRr grados de libertad de los residuos
6g’ variancia explicada

2

Ogr" variancia residual

El coeficiente de determinacion (R?) es una medida relativa de la variabilidad total
explicada por el ajuste (Ec. 2-17).

R2 _ SCEx Ec. 2-17
SCT

2.5.2.2 Prueba de significacion de los coeficientes del modelo

El estudio de significacion de los coeficientes se basa en la hipétesis nula (Hg) de que
la variable (b)) no influye en la respuesta, el regresor o coeficiente del modelo
asociado a esa variable es cero (Ec. 2-18).

Hoi bj= 0
Ec. 2-18

H1: bj #0
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El cociente Tqac (EC. 2-19) entre el coeficiente estimado por el modelo (6;) y su error
tipico (o ;) sigue una distribucion t de Student con vg grados de libertad. El criterio
para rechazar la hipotesis Hy, que supone que el coeficiente b; es significativo, es que

[ Tearel = tw2, con un riesgo a=0,05; o que el nivel de significacion del valor p es inferior a
0,05.

Tcalc = E)—J Ec. 2-19
05-

85, = or’ - djy Ec. 2-20

Donde,

dj:+1 término de la diagonal (X'X)‘1 asociado a b;

El procedimiento para obtener la regresion definitiva a partir del modelo inicial es la
“regresion paso a paso hacia atras (Backward Stepwise Regression)”. Se realiza la
prueba de significacion de los coeficientes y se elimina del modelo aquel coeficiente
que presenta un nivel de significacion mayor. Se calcula de nuevo la regresion y se
repite este procedimiento hasta que todos los coeficientes presentan un nivel de
significacion inferior a 0,05. La estimacién de la ecuacion del modelo y el calculo de
los distintos parametros estadisticos se realiza mediante la “Herramienta de Funcion
para Analisis Regresion” de “Excel”.

2.5.3 REGION EXPERIMENTAL

En primer lugar se plantea el problema a estudiar. En esta tesis se pretende realizar la
optimizacion de las secuencias bioquimicas (L, LE, LRE, LP y LRP). Las respuestas
que se obtienen son las propiedades de las pastas (indice kappa, blancura y
viscosidad) y las propiedades de los efluentes (color, espectro de absorbancia, DQO,
toxicidad y actividad residual) después de cada secuencia de bioblanqueo.

Los factores a estudiar en la etapa L son la dosis de lacasa, la dosis de HBT, el tiempo
de tratamiento y la presién de oxigeno. Después de haber analizado estudios previos
y de haber realizado algunas preexperiencias se establecen los margenes de
variacion de dichos factores, la dosis de lacasa se varia entre 1y 20 U-g‘1, la dosis de
HBT entre 0,1 y 2 %odp, el tiempo de tratamiento entre 0,5 y 6,5 h y la presion de
oxigeno entre 0,2 y 0,6 MPa.
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Los niveles de las variables son equidistantes por lo que se pueden codificar y
convertir en nimeros enteros, lo mas pequefios posibles y de suma cero. Para la
realizacion del disefio factorial se codifican las variables en factores de nivel
codificados -1, 0 y 1 mediante la ecuacién Ec. 2-21. En la Tabla 2-19 se presentan los
valores de las variables para cada uno de los niveles.

V-V

Vmax ~ Vmin

2

Donde,

X: nivel del factor codificado

V valor de la variable

V valor de la variable en el nivel 0
Vmax Valor de la variable en el nivel 1
Vmin Valor de la variable en el nivel -1

Tabla 2-19. Valor de las variables para cada nivel.

Niveles
Variables Factores -1 0 1
dosis lacasa (U-g'1) X4 1 10,5 20
dosis HBT (%odp) X2 0,1 1,05 2
tiempo (h) X3 0,5 3,5 6,5
presion oxigeno (MPa) X4 0,2 0,4 0,6

2.5.4 DISENO FACTORIAL 2*

En el disefio factorial 2* se realizan 16 experiencias con el sistema lacasa mediador
que corresponden a 4 factores y 2 niveles. La matriz de disefio es una matriz de
dimensioén n (numero total de experiencias) x f (nUmero de factores). Se construye a
partir de la combinacién de niveles de los factores para cada experiencia. Las filas
tienen un orden estandar. La primera columna empieza en el nivel -1 y se alternan los
niveles, el resto de columnas se obtienen replicando la anterior en -1 y 1, tal como se
muestra en la matriz de disefio del factorial 2* en la Tabla 2-20.

2-28



Materiales y métodos

Tabla 2-20. Matriz de disefio del factorial 2*.

- a4 a

_ A A A A A A A

El modelo inicial a ajustar corresponde a la Ec. 2-22. La matriz del modelo es una
matriz de dimension n (numero total de experiencias) x p (numero de términos del
modelo). Se construye a partir de la matriz de disefio, la primera columna corresponde
al vector identidad, las columnas restantes de la matriz se calculan por combinacion
lineal de las columnas anteriores, tal como se muestra en la matriz del modelo del

disefio factorial 2* en la Tabla 2-20.

Y respuesta
b; coeficiente individual
b;; coeficiente de la interaccion doble

by, coeficiente de la interaccion triple

Ec. 2-22
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b1234 coeficiente de la interaccion cuarta
X4, Xo, X3, X4 factores codificados

Tabla 2-21. Matriz de modelo del disefio factorial 2*.

X X X X <
Y, 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 1
Y, 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1
Y; 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1
Y, 1 1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 1
Ys 1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1
Ys 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1
Y7 1 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1
Ys 1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1
Yo 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
Yo 1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1
Y1 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1
Y12 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Y13 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 -1 1
Yia 1 1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1
Yis 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
Yie 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

En el disefio factorial 2* se puede estimar el efecto individual de los factores, las
interacciones dobles, triples y la interaccién cuarta. Experimentalmente cabe esperar
que no todos los términos del modelo tengan la misma significacion o sean
tecnoldgicamente interpretables. Por o que se puede establecer un orden jerarquico
de efectos principales, interacciones dobles, triples y de la interaccion cuarta. Esta
jerarquizacion permite estudiar los mismos factores y disminuir el esfuerzo
experimental mediante el estudio del disefio factorial fraccionado.

2.5.5 DISENO COMPUESTO

El disefio factorial 2* sélo permite utilizar dos niveles para cada una de las variables,
permite determinar los efectos individuales y sus interacciones, pero no permite
determinar los efectos cuadraticos. Para determinar estos efectos seria necesaria la
utilizacion de tres niveles para cada variable. Si se realizara el estudio mediante un
disefio factorial, 3* 0 3*", se incrementaria de forma importante la experimentacion.
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El disefio compuesto permite estudiar las posibles curvaturas en el modelo mediante
la realizacion de un disefo factorial, un determinado numero de réplicas en el centro
(r) y una estrella de experiencias. El disefio compuesto estudiado es un disefio
factorial 2* con tres réplicas en el centro y una estrella de ocho experiencias con el
que se puede obtener el modelo Ec. 2-23 y la matriz de modelo compuesto de la Tabla
2-25 .

4 3 4

Y =by+ Y bX+ D> byXiX; + Ec. 2.23
-1 i=1 j=it] '

2 3 4 4

Z Z z biz XiX Xz + D234 X1 X3 X3 X4 +zbiixixi

i=1 j=i+1 z=j+1 i=1

En la matriz del modelo 2* (Tabla 2-21) se deben anadir las filas correspondientes a
las tres experiencias centrales (Tabla 2-22) y una columna representativa de los
términos cuadraticos (Tabla 2-23). A partir de esta matriz se obtiene un modelo (Ec.
2-24) en el que los términos cuadraticos estan confundidos, de manera que las
columnas de la matriz correspondientes a los términos cuadraticos son iguales,
X1 X4=XoXo=X3X3=X4X4. Debido a esto, si en el andlisis estadistico este término es
significativo, a partir de las experiencias realizadas no se puede determinar cual de los
factores es el que influye de forma cuadratica en la respuesta por lo que se deben
realizar un minimo de cuatro experiencias mas (estrella de experiencias) para
desconfundir los términos cuadraticos. En estas nuevas experiencias se deben
disponer niveles a los factores Xi, X;, X3 y X4 (Tabla 2-24) de manera que las
columnas de la matriz del modelo correspondientes a los términos cuadraticos sean
distintas, tal como se observa en la matriz modelo del disenio compuesto en la Tabla
2-25.

4 3 4

Y o=bo+ D biXi+ Y D by XX+ Ec. 2-24
i=1 i=1 j=it1

2 3 4

Z Z Z bz XiX X, + bygg XX X3 Xy +bygg XX,y

i=1 j=i+1 z=j+1
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Tabla 2-22. Niveles de los factores en las repeticiones en el centro.

X4

X3

X2

X4

Tabla 2-23. Matriz del disefio 2* con repeticiones en el centro.

XXX

PXEXEX

XXX

YXEX

YXEX

XX

XX

XX

XX

X

X

Y

Y2

Y3

Ya

Ys

Ys

Y7

Ys

Yo

Y10

Y11

Y12

Y13

Y14

Y15

Y16

Y17

Y18

Y19

Tabla 2-24. Niveles de los factores en la estrella de experiencias.

)

X3

X2

X4
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Como se puede observar en la matrices modelo del disefio compuesto (Tabla 2-25)

para la determinacién del modelo con términos cuadraticos Ec. 2-23 a partir del disefio

factorial 2* se deben realizar 27 experiencias.

Tabla 2-25. Matriz de modelo del disefio compuesto 24 repeticiones en el centro y

estrella.

XX
EXEX
XX
XX
mex X
YXEXMX
XXX
YXEXEX
EXXMX
YXEX
XX
EXeX
XX
XX
XX

£X
X
X

—

Yi

Y2

Ys

Ya

Ys

Ye

Y7

Ye

Yo

Y10

Y14

Y12

Y13

Yia

Y15

Y16

Y17

Y18

Y19

Y20

Y24

Y22

Y23

Yau

Y25

Y26

Y27

2.5.6 DISENO SECUENCIAL

esfuerzo

reducir el

las experiencias permite

de
experimental. El disefio secuencial se basa en la realizacién de las experiencias por

La planificacion secuencial

etapas hasta completar el disefio. Después de cada una de las etapas se analizan los

resultados obtenidos y se decide si es necesario realizar la siguiente etapa.
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2.5.6.1 Planificacion del disefo secuencial

Como se puede observar en la Fig. 2-8, la primera etapa en una planificacién
secuencial es el estudio del disefio factorial (Etapa 1). Se requiere encontrar un
modelo lineal que evalule los efectos principales y sus interacciones.

Se realiza la prueba de homocedasticidad a partir de la variancia en el centro y el
cuadrado medio residual del disefio factorial (Etapa 2). Si la variancia es heterogénea,
el modelo es heterocedastico, lo que significa que la variancia no es constante en la
region experimental estudiada. Se debe replicar dos veces el disefio factorial para
modelizar la variabilidad, por lo que la experimentacién se incrementa de forma
considerable.

Si la variancia es homogénea, el modelo es homocedastico, es decir, la variancia es
constante en la regidén experimental estudiada. Se prosigue con el estudio de las
curvaturas (Etapa 3). Para ello se estima un modelo lineal a partir de los términos
declarados significativos en el diseno factorial anterior y las repeticiones del centro. Si
el término representativo cuadratico es significativo se amplia el disefio y se afiade la
estrella de experiencias para desconfundir los términos cuadraticos (Etapa 4). Por
ultimo se realiza la verificacién del modelo obtenido (Etapa 5).

| PLANIFICACION SECUENCIAL |
I
| 3 réplicas en el centro |

Analisis modelo saturado: Semizetas | Variancia en el centro: S |
ANOVA: CMR; Vg

F = SZ/CMR

Variancia hImogenea I‘—"—’I Variancia heterogénea |
v

Modelo Lineal (pts factorial + centro) | Repetir 2 veces el factorial |

Términos significativos + cuadratico ¥

Modelizar la variabilidad

Log S?; Modelo Saturado; Semizetas

'

Modelizar localizacion

A 4
Desconfundir y optimizar |<— Minimos cuadrados ponderados
Modelo saturado + término cuadratico

Fig. 2-8. Esquema de la planificaciéon secuencial (Pepi6 and Polo 2005).
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2.5.6.2 Analisis matematico del disefo secuencial

Etapa 1: Diseio factorial

A partir de las dieciséis experiencias correspondientes al disefio factorial 2! (Tabla
2-21) se estima el modelo lineal (Ec. 2-22) por minimos cuadrados.

En este primer modelo el numero de parametros (p) es igual al numero de
experiencias realizadas (n). Es un modelo saturado que pasa por todos los puntos
experimentales, por lo que no se pueden estudiar los residuos, las diferencias entre la
respuesta estimada y la respuesta experimental. En los disefios factoriales, completos
o fraccionados, las columnas de las matrices del modelo son ortogonales, lo que
permite realizar un analisis simultaneo de la significacion de los coeficientes mediante
procedimientos graficos, como el grafico de las semizetas o gréafico seminormal. El
grafico probabilistico de los efectos esta basado en los valores absolutos de la Ley
Normal centrada (seminormal, normal plegada, semizeta).

El valor de las semizetas (Sz) se obtiene en tablas o por calculo a partir del nimero q
de coeficientes explicativos (efectos e interacciones) una vez ordenados en valor
absoluto de menor a mayor. En este caso, el valor de las semizetas se obtienen en el
programa Excel, para ello, a partir de una frecuencia corregida (p/, Ec. 2-25) se
estiman las probabilidades acumuladas asociadas a los coeficientes del modelo lineal
y se calculan las semizetas a partir de la distribucién Normal segun la Ec. 2-26.

p, =203 Ec. 2-25
q
p} +1
S, = DISTR.NORM.ESTAND.INV| 2 Ec. 2-26

Donde,
i orden de los coeficientes

Se representan graficamente en el eje de abscisas los coeficientes estimados del
modelo en valor absoluto en orden ascendente y en el eje de ordenadas las
semizetas. Se estima una recta de no significacién, que pasa por el origen de
coordenadas y recubre a los puntos mas cercanos al eje de semizetas. Todos
aquellos puntos que se alejan de la recta y se encuentran a su derecha se consideran
significativos. De manera que si un punto es significativo lo son todos los que estan

2-35



Capitulo 2

situados a su derecha. Se eliminan del modelo los términos asociados a los
coeficientes no significativos. En la Fig. 2-9 se puede ver un ejemplo de un grafico de
semizetas.

3,5

3.0 - Recta de no
significacion
2,5 -

2,0

Sz
X

1,5

1,0 1 x" " Coeficientes

0.5 1 P significativos

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Coeficientes estimados

Fig. 2-9. Grafico de semizetas a partir de un disefo 24

Una vez obtenido el modelo lineal y la ANOVA con los p términos declarados
significativos en el analisis grafico se comprueba si el grafico de los residuos frente al
valor de la respuesta estimada muestra homogeneidad de la variancia, es decir, si los
puntos se disponen de forma aleatoria.

Si el grafico de residuos frente al valor previsto o la distribucién de puntos en el grafico
de semizetas no son satisfactorios, puede ser debido a un problema de
heterocedasticidad (variancia no constante), a la poca influencia de los factores en la
respuesta, a un exceso de ruido experimental o a que se dispone de poca informacion
para evaluar cambios muy pequefios en la respuesta.

Etapa 2: Estudio de homocedasticidad

Se verifica si la variancia es constante en todo el campo experimental. Para ello, se
compara la estimacion de la variancia, supuestamente comun estimada con el
cuadrado medio residual (CMR), con la variancia del centro (SCZ) estimada a partir de
las tres repeticiones en este punto y que es independiente de la anterior (Ec. 2-27 a
Ec. 2-30).

El estadistico de la prueba es el cociente entre S y CMR (Ec. 2-31) que sigue una ley
de vy =r-1y v, =vg (Ec.2-32y Ec. 2-33).
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6r° =CMR = SCR
Ur
S:
calc CMR
UR =N- p
UC = r—1
Donde,

Y. media de las repeticiones en el centro

Yi., valores experimentales de las respuestas en el centro
SCR suma de cuadrados media residual

Y; valores experimentales de las respuestas

\A(i respuesta del modelo

62 variancia residual

vc grados de libertad de las repeticiones del centro

VR grados de libertad de los residuos

Ec.

Ec.

Ec.

Ec.

Ec.

Ec.

Ec.

2-27

2-28

2-29

2-30

2-31

2-32

2-33

2-37



Capitulo 2

p numero de coeficientes significativos del modelo

r numero de repeticiones en el centro

Los valores de F.,c 0 su valor p permiten determinar si la variancia es homogénea o
heterogénea, Ec. 2-34 y Ec. 2-35. El criterio para determinar si la variancia se
mantiene constante es que F.; se encuentre entre los valores de Fi ., y Fy2 de
Fisher-Snedecor con v¢ y vg grados de libertad o que la nivel de significacién valor p,
sea superior al riesgo a de 0,05. El valor del nivel de significacion se obtiene mediante
la ecuacion Ec. 2-35

F1-o¢/2S Fcalc < Fa/z Ec. 2-34
valorp:2~min(p',1—p') Ec. 2-35
Donde,

p, =P (F Vi, V2 < Fcalc)

Si la variancia en el modelo obtenido en el analisis del disefio 2 es homogénea, el
modelo es homocedastico. Se continda con el estudio de las posibles curvaturas. Si la
variancia es heterogénea, el modelo es heterocedastico, se debe replicar la
experimentacién del disefio factorial dos veces y modelizar la variancia para proseguir
con el estudio.

Etapa 3: Estudio de posibles curvaturas

Para realizar el estudio de las posibles curvaturas, en el modelo obtenido en el estudio
del disefio factorial se incluyen los p coeficientes ya declarados significativos en el
estudio del disefio factorial 2* y el coeficiente representante de los términos
cuadraticos, todos los términos cuadraticos estan en alias (Ec. 2-24).

Para ello se parte de la matriz del modelo obtenido, se introduce en esta matriz una
columna correspondiente al representante de los términos cuadraticos y las filas
correspondientes a las tres réplicas centrales (Tabla 2-22). Se obtiene el modelo por
regresion lineal a partir de esta matriz modelo y del vector de respuestas
correspondientes al factorial 2! y las tres centrales.

Si el término cuadratico no es significativo, se elimina este coeficiente del modelo. Las
respuestas del centro en la matriz del modelo sélo afectan a la ordenada en el origen,
se elimina la columna correspondiente al término cuadratico. Se estiman los
coeficientes del modelo por regresion lineal y se verifica el modelo obtenido.
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Si en el analisis estadistico del modelo lineal el término cuadratico es significativo, no
se puede determinar a partir de las experiencias realizadas qué factor influye de forma
cuadratica en la respuesta.

Etapa 4: Desconfusién de términos

Si el término representativo cuadratico es significativo, se amplia el disefio afiadiendo
la estrella de experiencias (Tabla 2-24) para desconfundir los términos cuadraticos. La
matriz del modelo compuesto (Tabla 2-25) incorpora las cuatro columnas
correspondientes al efecto cuadratico de cada factor, de manera que contiene 27 filas,
las 16 del factorial 2°, las tres de las experiencias centrales y las ocho
correspondientes a la estrella de experiencias.

Se estiman los coeficientes del modelo y su significacion por el modelo lineal y
ANOVA a partir de la matriz del modelo compuesto y del vector de 27respuestas. Se
continda con el andlisis estadistico mediante la técnica de regresion paso a paso hacia
atras.

Etapa 5: Verificacidon del modelo obtenido

Una vez obtenido el modelo definitivo se evalia la normalidad de los residuos
mediante el grafico Probabilistico Normal en el que se representa la funcion de
distribucién acumulada de los residuos en una escala transformada Z:N(0,1) para que
bajo normalidad, sigan aproximadamente una recta. Para ello se calcula la Frecuencia
acumulada corregida (p’;), segun la ecuacion Ec. 2-36, con la que se estiman las
probabilidades asociadas al valor de los residuos una vez ordenados de menor a
mayor, a partir de ésta se obtiene el valor z de la N(0,1) con una probabilidad
acumulada igual a p/, es decir, z; es tal que P (Z<z)=p;. Si el error del modelo sigue la
Ley Normal los puntos representados se deberian ajustar a una recta.

« i-0,5
p, = Ec. 2-36

Se observa si en el grafico de residuos frente al valor estimado por el modelo los
puntos se disponen de forma aleatoria. Se representan graficamente las respuestas
experimentales frente a las respuestas estimadas que predice el modelo. Los puntos
representados se deben ajustar a una recta del tipo y=x.
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2.5.7 INTERVALO DE PREDICCION

El intervalo de prediccién (Inty) de una respuesta Y, permite determinar si alguna de
las respuestas utilizadas en el estudio estadistico es errénea. Si el valor de la
respuesta experimental no se encuentra dentro del intervalo de prediccion de la
respuesta, esta respuesta se considera erronea, se puede eliminar del estudio y
obtener de nuevo el modelo. El intervalo de prediccidon de una respuesta se calcula a
partir de las ecuaciones Ec. 2-37, Ec. 2-38 y Ec. 2-39.

X() = (1 X01 XOJ' XOp-1), Ec. 2-37

S2=CMR Ec. 2-38

Into = ?Oi tCl
—=n

ASZ A1 X, (X X)X Ec. 2-39
p
2

Donde,

Xo vector fila de la matriz del modelo correspondiente al punto experimental Y,
X matriz del modelo, la primera columna es un vector identidad

S? variancia comun estimada del modelo

CMR cuadrado medio residual del modelo

\A(O estimacion del modelo del punto experimental Y,
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